































of  the  endogenous  group  IVA  cytosolic  phospholipase A2α. MT‐III  triggered  the  formation  of 
triacylglycerol and cholesterol enriched in palmitic, stearic, and oleic acids, but not arachidonic acid, 
along with an  increase  in  lipid droplet synthesis. Additionally,  it was  shown  that  the  increased 
availability  of  arachidonic  acid  arising  from  phospholipid  hydrolysis  promoted  abundant 
eicosanoid synthesis. The inactive form, MT‐II, failed to produce any of the effects described above. 
These studies provide a complete  lipidomic characterization of  the monocyte  response  to  snake 
venom  group  IIA  phospholipase  A2,  and  reveal  significant  connections  among  lipid  droplet 
biogenesis, cell signaling and biochemical pathways that contribute to initiating the inflammatory 
response. 













groups  these  enzymes  into  six major  classes  on  the  basis  of  biochemical  similarities  and/or  cell 
regulation properties. These are  the Ca2+‐dependent  cytosolic PLA2s,  the Ca2+‐dependent  secreted 
PLA2s (sPLA2), the Ca2+‐independent cytosolic PLA2s, the platelet‐activating factor acetyl hydrolases, 
the lysosomal PLA2, and the adipose‐specific PLA2 [2]. 





















upon  the  nature  of  the  lipid mediator  generated  on  the membrane where  the  sPLA2  acts  [29]. 
However,  it  is also known that some sPLA2s  lack catalytic activity but still exert potent biological 










enzymes  utilized  in  this  study,  termed Asp‐49  sPLA2  (MT‐III)  and  Lys‐49  sPLA2  (MT‐II), were 
purified from the venom of the Central American snake Bothrops asper. MT‐III is a catalytically active 






Biomolecules 2020, 10, 891  3  of  20 
 















saline,  layered  over  a  cushion  of  Ficoll‐Paque,  and  centrifuged  at  750  g  for  30  minutes.  The 






washed  twice with  phosphate‐buffered  saline,  scraped with  a  cell  scraper,  sonicated with  a  tip 







the  cells  three  times  with  phosphate‐buffered  saline,  and  Nile  Red  and  4′,6′‐diamidino‐2‐
phenylindole (DAPI) stainings were carried out by treating cells with these dyes at concentrations of 
5 μg/mL and 1 μg/mL, respectively, in phosphate‐buffered saline for 10 minutes. Coverslips were 
mounted  on  microscopy  slides  with  25  μL  of  a  polyvinyl  alcohol  solution  until  analysis  by 
fluorescence microscopy. Fluorescence was monitored by microscopy using a NIKON Eclipse 90i 
device  equipped  with  a  CCD  camera  (model  DS‐Ri1;  Nikon,  Tokyo,  Japan).  A  mercury  HBO 
excitation lamp (Osram, Munich, Germany) was used, and the fluorescence was recovered using the 
combination of a UV‐2A (Ex 330–380; DM 400; BA 420) and a B‐2A (Ex 450–490; DM 505; BA 520) 





10  nmol  of  1,2‐diheptadecanoyl‐sn‐glycero‐3‐phosphocholine,  10  nmol  of  1,2,3‐trihepta‐
decanoylglycerol,  20  nmol  of  nonadecanoic  acid,  and  30  nmol  of  cholesteryl  tridecanoate. 
Phospholipids  were  separated  from  neutral  lipids  by  thin‐layer  chromatography,  using  n‐
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hexane/diethyl  ether/acetic  acid  (70:30:1,  v/v/v)  as  the  mobile  phase  [43].  For  separation  of 










mode was  used  for  compound  identification,  comparing with  authentic  fatty  acid methyl  ester 
standards, and the National Institute of Standards and Technology MS library spectra. Selected ion 






were scraped,  redissolved  in n‐hexane, and analyzed separately  in an Agilent 1260  Infinity high‐




















(Bruker  Daltonics,  Bremen,  Germany).  Ethanolamine‐containing  phospholipids  (PE)  and 
phosphatidylinositol  (PI)  species were  detected  in  negative  ion mode  as  [M  − H]−  ions  in MS 
experiments. Choline‐containing phospholipids (PC) species were detected in positive ion mode, as 
[M + H]+ ions by MS. Acyl chains in PI and PE species were identified by multiple reaction monitoring 
MS2  experiments  on  chromatographic  effluent  by  comparison  to previously published data  [21–
26,50,51]. For the identification of acyl chains in PC species, ionization was carried out in negative 
mode with  the post‐column addition of acetic acid at a  flow  rate of 100 mL/h as  [M + CH3CO2]− 
adducts, and acyl  chains were  identified by MS3  experiments. Quantification was  carried out by 
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determinations. Fatty  acid  (FA);  saturated  fatty  acid  (SFA); monounsaturated  fatty  acid  (MUFA); 
polyunsaturated fatty acid (PUFA). 
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Figure 2. Arachidonic acid  (AA)‐containing phospholipid  species of human monocytes. The  cells 
were either untreated (open bars) or treated with MT‐III (black bars) or MT‐II (orange bars) for 1 h. 
Afterward,  the  distribution  profile  of  AA  between  choline‐containing  phospholipids  (PC)  (A), 
ethanolamine‐containing phospholipids (PE) (B), and phosphatidylinositol (PI) (C) was determined 
by LC/MS. Fatty chains within the different phospholipid species are designated by their numbers of 
carbons and double bonds. A designation of O‐ before  the  first  fatty chain  indicates  that  the sn‐1 
position  is ether  linked, whereas a p‐ designation  indicates a plasmalogen  form  (sn‐1 vinyl  ether 








not be within  the reach of MT‐III,  it seems  likely  that,  immediately after hydrolysis,  these species 




several species, which made  it not possible  to unequivocally assign structures  to  these m/z peaks. 
Thus, the data are given in abbreviated form, indicating phospholipid class and number of carbon 
atoms and double bonds of the two lateral chains together. In Table S1, the fatty acid combinations 
detected  for each m/z are shown. For example, PI  (34:1) represents a mix of PI  (18:0/16:1) plus PI 
(16:0/18:1), and PI (36:2) represents a mix of PI (18:0/18:2) and PI (18:1/18:1). 
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II  related  to  activation of PI‐dependent  signaling  (e.g., PI  3‐kinase or  intracellular Ca2+‐mediated 
pathways) via ligand binding to elements of the cell surface [31]. 





lysoPC  (A),  lysoPE  (B), and  lysoPI  (C) molecular species was determined by LC/MS. Fatty chains 
within the different lysophospholipid species are designated by their numbers of carbons and double 














were  incorporated  in  the  highest  proportion  in  neutral  lipids.  Very  noticeably,  however,  the 










To  investigate whether  the  increased  synthesis  of  neutral  lipids  in  the MT‐III‐treated  cells 
resulted  in  the  formation  of  lipid  droplets,  experiments  were  carried  out  to  visualize  these 
cytoplasmic organelles. Unlike human macrophages,  resting human monocytes contain  few  lipid 
droplets [46]. Treatment of the cells with MT‐III induced a very significant increase in the number of 




incorporation  into  neutral  lipids  (Figure  6). Collectively,  these  results  suggest  that  lipid droplet 
production  in  MT‐III‐treated  monocytes  occurs  as  a  consequence  of  increased  availability  of 
intracellular free fatty acids, which are converted into acyl‐CoAs, acylated into neutral lipids, and 
stored in lipid droplets. 






the merge.  (B)  Total  fatty  acid  content  in  cholesterol  esters  (CE)  and  triacylglycerol  (TAG) was 
analyzed in cells pretreated without (open bars and black bars) or with (light blue bars and dark blue 
bars)  3  μM  triacsin C,  and  exposed  to MT‐III  (black  bars  and  dark  blue  bars)  or  left  otherwise 
untreated (open bars and light blue bars). The data are expressed as mean values ± standard error of 
three independent determinations. 
The absence of  incorporation of AA  into neutral  lipids was unexpected, and prompted us  to 













showed  increased phosphorylation of  cPLA2α  at Ser505,  a hallmark of  cPLA2α  activation  [12,13] 
(Figure 7, inset). 







of  three  individual  replicates.  *  p  <  0.05,  significantly  different  from  cells  not  treated  with 











analyzed by LC/MS. The data are expressed as mean values ±  standard error of  three  individual 
replicates.  Prostaglandin  E2  (PGE2);  prostaglandin  F2α  (PGF2a);  thromboxane  B2  (TXB2);  15‐
ketoprostaglandin F2α (15k‐PGF2a); 15‐ketoprostaglandin E2 (15k‐PGE2); 11‐hydroxyeicosatetraenoic 
acid  (11‐HETE);  12‐  hydroxyheptadecatrienoic  acid  (12‐HHT);  leukotriene  B4  (LTB4);  5‐
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hydroxyeicosatetraenoic  acid  (5‐HETE);  15‐hydroxyeicosatetraenoic  acid  (15‐HETE);  15‐
















Importantly, AA,  a major player  in  inflammation  reactions,  is  the  fatty  acid  showing  the  largest 
decrease in monocyte membranes after MT III exposure, followed by palmitic acid, stearic acid and 








to whole membranes  [3]. Other  sPLA2  family members  such  as  the  ‐IB  and  ‐V proteins possess 
tryptophan residues on their putative interfacial binding surfaces; therefore, they show an enhanced 
capacity to bind to PC‐rich vesicles [82]. Our results, using a pathophysiologically relevant setting, 
raise  the  concept  that  in  addition  to  sequence  differences,  the  molecular  composition  of  the 
membrane to which the sPLA2 binds—including protein components—may influence the subsequent 
hydrolytic  steps. Our  results may  also  provide  an  appropriate  experimental  frame  to  relate  the 




sPLA2  is required  for  lipid droplet formation to occur,  it probably being the only factor  involved, 
since inactive MT‐II does not reproduce the effect. Our results suggest that the extensive hydrolysis 
of membrane phospholipids promoted by MT‐III generates  free  fatty acids  that are channeled  to 
neutral lipids and the formation of cytoplasmic lipid droplets. In support of this view, neutral lipid 
formation  is strongly blunted by  the acyl‐CoA synthetase  inhibitor  triacsin C,  indicating  that  the 
activation of the carboxyl group of a free fatty acid is a required event. In turn, this implicates the 
participation of CoA‐dependent  acyltransferase  reactions utilizing  free  fatty  acids, not  the direct 
transfer of fatty acids between lipids via CoA‐independent transacylation reactions. 
A striking feature of the present work is that, of all major fatty acids released by MT‐III, AA was 
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These  studies  showed  that AA  recently  incorporated  into neutral  lipids of  lipid droplets may be 
mobilized  under  activation  conditions,  thus  providing  an  alternative  source  of  free  fatty  acid. 











MT‐III‐treated  cells.  Moreover,  MT‐III‐treated  cells  demonstrate  increased  phosphorylation  of 
cPLA2α at Ser505. Collectively, the data are suggestive of the possibility that crosstalk exists between 
cPLA2α and MT‐IIII. As a matter of  fact, evidence has accumulated  to  suggest  that  the high AA 
specificity of  cPLA2α and  the  lack of  fatty acid  selectivity  in  sPLA2s can be combined  to achieve 
specific  cellular  responses  [1,3,14].  Since  MT‐III  causes  extensive  phospholipid  hydrolysis,  we 






















by  hyperalgesia. All  these  processes  are  the  result  of  local  and/or  systemic  concerted  action  of 
cytokines such as interleukin‐1β, interleukin‐6, tumor necrosis factor‐α or interferon‐γ. Despite this, 
lipid  profiling  of  the  changes  induced  by  these  sPLA2s  on  circulating  blood  cells  had  not  been 
documented. This study provides an in depth lipidomic profiling of the monocyte response to the 
direct action of a group IIA sPLA2, i.e., MT‐III. The data reveal significant connections among lipid 
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